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論 文 内 容 の 要 旨 
〔 目   的 〕 




役割を果たしていることが近年明らかになってきた。我々は PTH の骨形成促進作用メカニズムに古典的 Wnt シグナ
ル経路が関わっている可能性を考え、ヒト骨芽細胞系細胞株である Saos-2 細胞において、PTH シグナルの中心的な
経路である cAMP/PKA シグナルと、Wnt シグナル経路のクロストークについて検討した。 
〔 方法ならびに成績 〕 
 PTH や adenylate cyclase の活性化剤である forskolin の添加により、Wnt シグナル経路の TCF 依存性転写活性化
が PTH、forskolin の濃度依存的に促進された。この TCF 依存性の転写活性化は PKA 阻害剤（Ｈ89）の前処理によ
りブロックされた。また、Wnt3aと forskolinの同時添加により、TCF依存性転写活性化は相乗的に増大した。forskolin
の添加により核内のβカテニンの蓄積が増加していることも western blotting により確認した。これらの結果から、
PTH/cAMP シグナルが PKA 依存的に Wnt シグナル経路を活性化していると考えられた。また、PTH を間欠的に添
加すると、継続添加の時に比べて TCF 依存性の転写活性化は増大したことから、PTH は継続添加よりも間欠添加の
方がより Wnt シグナル経路を活性化すると考えられた。さらに、PTH や forskolin は Wnt の内在的な標的遺伝子で
ある Wisp2、NKD2 の発現を PKA 依存的に促進し、Wnt のアンタゴニストである DKK1 の発現を抑制したことか
らも、PTH/cAMP シグナルが Wnt シグナル経路に影響を与えることが明らかになった。次に我々は、PTH/cAMP シ
グナルが Wnt シグナル経路に及ぼす作用点について検討した。まず PTH/cAMP シグナルによる DKK1 の発現低下
によってTCF依存性転写活性化が惹起される可能性を考え、DKK1の過剰発現細胞によるレスキュー実験を行った。
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DKK1 の過剰発現細胞は forskolin を添加しても TCF 依存性転写活性化が惹起されたため、PTH/cAMP シグナルに
よって起こる DKK1 の発現低下が TCF 依存性転写活性化の大きな理由ではないと考えられた。次に我々は Glycogen 
Synthase Kinase-3β（GSK3β）の関与について検討した結果、PTH/cAMP シグナルは GSK3βをすみやかにリン
酸化（Ser9）し、GSK3βを不活性化することが明らかになった。リン酸化を受けない変異型 GSK3βの過剰発現細
胞においては、PTH/cAMP シグナルによる TCF 依存性転写活性化が阻害されたことから、GSK3βのリン酸化（Ser9）
を介した GSK3βの不活性化が重要であると考えられた。加えて、骨芽細胞における RANKL の発現は PTH/cAMP
シグナルによって誘導されるが、Wnt3a との同時添加により、RANKL の発現誘導は阻害された。この結果は、Wnt
シグナルが、骨芽細胞の RANKL の発現を抑制することで、骨吸収を抑制している可能性を示唆する。 
〔 総   括 〕 
 以上の結果から、骨芽細胞系細胞株において、cAMP/PKA シグナルと古典的 Wnt シグナル経路との間にクロスト
ークが存在し、PTH の骨形成促進作用には Wnt シグナル経路が関与している可能性が示された。また、そのクロス
トークには GSK3βのリン酸化（Ser9）による不活性化を介していることが示唆された。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 副甲状腺ホルモン（PTH）は、間欠的に投与すれば骨形成を促進する作用を持つことが知られているが、その細胞
内メカニズムについては詳細に解明されていない。申請者は PTH の骨形成促進作用に古典的 Wnt シグナル経路が関
わっている可能性を考え、ヒト骨芽細胞系細胞株である Saos-2 細胞において、PTH シグナルの中心的な経路である
cAMP/PKA シグナルと、Wnt シグナル経路のクロストークについて検討した。PTH や adenylate cyclase の活性化
剤である forskolin の添加により、Wnt シグナル経路の TCF 依存性転写活性化が促進された。この TCF 依存性の転
写活性化は PKA 阻害剤（Ｈ89）の前処理によりブロックされた。また、Wnt3a と folskolin の同時添加により、TCF
依存性転写活性化は相乗的に増大した。PTH を間欠的に添加すると、継続添加の時に比べて TCF 依存性の転写活性
化は増加した。さらに、PTH や forskolin は Wnt の内在的な標的遺伝子である Wisp2、NKD2 の発現を PKA 依存的
に促進した。次に申請者は、PTH/cAMP シグナルが Wnt シグナル経路に及ぼす作用点について検討したところ、
PTH/cAMP シグナルは GSK3βをすみやかにリン酸化（Ser9）し、GSK3βを不活性化することが明らかになった。
リン酸化を受けない変異型 GSK3βの過剰発現細胞においては、PTH/cAMP シグナルによる TCF 依存性転写活性化
が阻害された。加えて、骨芽細胞における RANKL の発現は PTH/cAMP シグナルによって誘導されるが、Wnt3a と
の同時添加により、RANKL の発現誘導は阻害された。以上の結果から、cAMP/PKA シグナルは GSK3βをリン酸化
して不活性化することにより、古典的 Wnt シグナル経路を活性化することが明らかになった。すなわち PTH の骨形
成促進作用には Wnt シグナル経路が関与している可能性が示唆された。 
 以上のように申請者は、PTH の骨形成促進メカニズムの解明において、新しい細胞内シグナルメカニズムの可能性
を示した。申請者による本研究は、骨形成促進剤としての PTH の最適な使用法の開発、骨粗鬆症治療薬の新しい創
薬ターゲットの研究など、今後の研究開発の基礎となる成果であり、申請者の資質とともに学位の授与に値すると考
えられる。 
